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·

药物分析和鉴定
·

� � � �法测定血药浓度的样品预处理

第二军医大学药学院中心仪器窒 戴富宝

血药浓度测定是研究临床药理及临床药 � ��  法测定血药浓度是一种较好的方

学领域中药物代谢动力学
、 、

血药浓度临床监 法 ,
具有较高的分离能力

。

�� � �年开始用此

测
、

药物生物利用度
、

新老药剂型研究和评 法研究人血浆中巴比妥的血药浓度
。

近年来

价的重要手段
。 ,

在血药浓度的测定中
,

该法报道越来越多
,

血药浓度的测定方法很多
,

储如放射性 约占上述方法的�� �左右
。

� � !法虽然分

同位素法
、

光学分析 �比色
、

紫外
、

火焰分 离能力强
,

但在休内测试血浆
、

血 清
、

唾

光
、

原子吸收
、

萤光等方法�
、

层析法 �薄 液
、

·

尿
、

组织等的样品扰比较复杂
,

如不作

层扫描
、

气 相 层 析
、

高效液相层析等�
、

样 品前处理
,

血样 注入柱子就会 污 染 固 定

电化学分析法 �离子选择电极
、

伏安法
、

催 相
,

降低柱效和分离度
,

大大降低色谱柱的

化极谱及阳极溶出法 �
、

微生物法以及放射 寿命
。

污染严重时
,

会导致柱子失去分离能

免疫测定法
。

力
。

因此血样的前处理是至 关重要的
,

现将

以上这些方法中
、

分光光度法以 及气相
·

血样前处理的方法分述如下
。

色谱法存在一些缺点和局限
,

若代谢物与原 血浓样品中去除蛋 白质的方法

药结构类似则吸光叠加不易区分
,

一

同时体液 在治疗药物监测中
,

常用的 样 品 有 血

中的内原性杂质干扰
�

大
,

往往使测定结果偏 液
、

尿液
、

唾液及脑脊液等
。

心液和脑脊液

高 � 气相色谱法虽能分离结构类似的代谢产 中蛋白质含量较高
,

有时可高达 了 �左右
,

物和杂质
, �

但带有 一 � �
、
� � �

、

一 � �  � �
、

如不除去会严重污染色谱柱影响分析结采
。

�� �� 等基团的极性药物 和 代 谢 产 物 的 去除蛋 白质方法有如下几种
�

挥发性小
,

不易气化� 若采用硅 烷 化 衍 生
、

�
�

蛋 自质沉淀法
�

�� �蛋白质沉淀法

法
,

操作繁冗
,

受到一定限制
。

而高效液相 是加入有机溶剂使蛋白质变性而沉 淀
。

甲

色谱法对样品的分离定量不受挥发度
、

热稳 醇
、

乙 �� 
、

丙酮
、

乙醇为常用的蛋白质沉淀

定性及分子量的影响
,

而且流动相的选择性 剂
。

� � � 利用无机离子如酸性的磷钨酸
、

比气相 色谱大为增加
,

可从极性
、

粘 度
、

三氯醋酸
、

三氟醋酸
、

高氯酸等
。

这些酸性

� � 值
、

离子强度
、

梯度洗脱等方而选 择
,

的
�

阴离子和阳离子形式的蛋自质 �在等电点

选择余地大
。

检测器灵敏度高
�
� � � � �

“ “

酸侧时� 形成不溶性的蛋 白质而沉淀去除
。

� � � �
,
�� � � �

一 ‘ � � �
� � �

。 、

� � � � �
一
“ � � � �

。

� � � 利用 � �
、
� � 、

� �
、

� � 等金属 阳 离

所以高效液相层析无论从灵 敏度
、

线 性 关 子和阴离子形式的蛋白质 �在等电点碱侧时 �

系
、

专一性
、

准确性和精密性
、

回收率等方 形成不溶性重金属盐的络合物而沉淀
。

� � �

面都比光学法
、

气相层析法好
。

放射免疫法 高浓度的中性盐如镁盐
、

硫酸钱
、

硫酸钠等

灵敏度虽然很高
,

但此法需用标记化合物 , 可使蛋白质
“盐析

”
而沉淀

。

这是由于加入

价格昂贵
,

一般不常采用
。

高浓度的中性盐后可使蛋白质脱水
。

各种蛋

甘
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白沉淀剂的作川比较列 于表

表 � 各 种 蛋 白 沉 淀 剂 的 作 用 比 较
� � � � � � � � � � � � � � � �
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离子交换树脂法
�

离子交换树脂具

有离子交换及可逆性吸附的特性
。

当样品经

合适 的离子交换树脂时
,

未解离的药物分子

被吸附
,

而解离的药物分子则在树脂 上作相

应的离子交换
,

其它化合物包括蛋白质分子

经过树脂 间空隙直接滤过流出
。

最后将吸附

在树脂土 的药物用适当溶剂洗脱
,

达到分离

蛋白质的目的
。

药物在离子交换树脂上存在着分子型吸

附和离子型的交换两种作用
。

分子型的吸附

力与树脂的表面积有关
。

离子型 的交换能力

除与树脂的交换特性有关外
,

还与药物本身

的解离程度有关
。

而药物解离度 与 药 物 的

� � � 和介质的� � 有关
。

大多数药物为弱酸性

或弱碱性
,

弱酸性药物可选用弱阴 离 子 树

脂
,

介质的� � � � � � 时
,

离子型药物增加
、

提高了介离度
,

增加交换能力 , 对弱碱性则

相反
,

可选用弱阳离子树脂
,

介 质 的� � �

�� �
时

,

离子型药物增加
,

提高 了介离度
,

增加交换能力
。

血样的取样量一般很少
,

所用的树脂柱

可以自制
,

其大小形状如图 � 所示
。

使用时

应注意样 品通过树脂的流速
,

一般控制在 ��

一�� 滴� 分
。
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树脂层

l山乎甲l
.口�

图 i 树脂柱 (单位
: e m )

示例
: ‘

血清中氨基酸含量测定时
,

去除

蛋白质采用本法
。

将o
.
Zm l 血清样品

,

用 1

N H C I 调节pH 至 2 一 3
,

使氨基酸 的氨墓

端解离增加
,

易于交换
,

加 1 m l蒸 馏 水 稀

释
。

取100
, n g 左右A m b

erd ite C G 一
1 2 0 H

+

2 0 0 目离子交换树脂充填于树脂柱中 (见 图

1 )
,

树脂柱先用蒸馏水洗涤一次
,

然后将

上述酸化的血样过柱
,

此时蛋 白质和其它杂

质首先流出
,

氨基酸则 吸附在树脂
_
}:

,

最

后用O
.4 N N H 4O H 1 m l洗脱

。

收集其洗

脱 液 吹干后
,

再用二硝基苯 (D N P )
、

邻

苯二甲醛 (O P T ) 柱前衍生或用荀三酮柱后

衍生
,

用萤光检测器检测
。

3

。

超滤膜法
:
超滤膜法是一种高分子

材料做成 的微孔膜
,

大小可根据截留蛋白质

分子量大小来选择
。

当截留分子量 控 制 在
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,

可将血浆内99
.
5一99

.
8%

的蛋自质除去
,

但对于小于上述分子量的物

质能被滤过
。

处理水溶性药物和代谢产物时

可用此法
。

因水溶性药物和代谢产物与血浆

蛋自质结合不紧
,

因此可用超滤膜去除
,

滤

出液经离心取澄清的超滤膜液进样
,

亲脂性

药物及其代谢产物与蛋白结合较紧
,

可在酸

性条件下用钨酸钠 或三氯
、

三氟醋酸除去结

合的蛋白
,

然后用有机溶剂提取后进样
。

超

雄膜法不破坏样品中的组分
,

同时此法也较

简便
。

其具体方法是将样品置 于超滤膜中
,

用加压或真空 以及离心的方法过滤
,

得到的

滤液即可用于分析
。

国外 m il ipor
e
/W at

e-

rs
公司生产此种滤膜

。

国内上海医工院 也 有

生产
。

4

.

有机溶剂提取法
:
血液样品中不但

含有蛋白质
,

而且还含有大量的生物物质
、

无机盐
、

类脂 以及其它的杂质
。

它们不但会

影响色潜的分离和检出
,

还会影响检出灵敏

度
。

有机溶剂提取的 目的在于排除蛋白质及

干扰物质
,

浓缩样品
,

提高检测灵敏度
。

因

此样品的提取
、

分离
、

净化和浓缩对血样浓

度的测定来说是很重要的
。

药物可分为水溶性和脂溶性两大类
。

根

据药物的不同性质选择提取
、

分离
、

净化和

浓集的方式
。

常用的方法有有机溶 媒 提 取

法
,

根据提取原理 的不同可分为液一液分配

和离子对方法提取
。

液一液分配提取的原理

是选择与水不相混合的有机溶剂提取
。

根据

待测物的化学性质
、

溶剂极性
、

介质和 p H

以及提取溶媒的体积比例等
,

特别是根据样

品的pK a与介质的pH
,

因在不同介质和有机

溶媒中的分配系数决定 于药物在两相中的分

配比率
,

要使90% 以上的药物以非离子形式

被有机溶媒所提取
,

可按照B
r
od ie 的经典方

法进行溶剂提取
,

即酸性药物先酸化
,

碱性

药物先碱化
,

然后分别提取到与水不相溶的

有机溶剂中
。

对碱性药物要求溶液中介质的

pH 值应 该高于待测组分的p K a值 1 ~ 2 pH

值
,

对酸性药物则反之
,

其原 因是非介离形

式比介离形式更亲脂
。

另外
,

有机溶媒的选择还可以根据极性

相似的原则和药物在该溶媒中的溶解度大小

(即分配系数) 来适当选择
,

或用几种不同

极性溶媒用不同体积比来提取待测物时
,

往

往可以得到满意的效果
。

有时需用二元以上

的溶媒提取效果会更好
,

如茶碱 的 提 取 用

5 % 异丙醇氯仿溶液效果很好
。

在药物监测中
,

由于血样中药 物 含 量

低
,

操作步骤力求简便
,

尽可能减少提取次

数
,

增加溶剂的量
,

达到一次提取成功
,

提

高回收率
。

例如提取血液中慢心律时
,

在试

样中加入 1 N N
a O H 后

,

选择三种不同极性

的有机溶媒比较提取率
,

结果乙醚的提取率

最高
,

而二氯乙烷和氯仿提取率很低
。

另外

溶剂与试样的体积比也有一定要求
,

只有在

4 : 1 时才能提取完全
。

对一些电离度大的极性化合物 (如季按

盐类) 常常难以用有机溶媒提取
,

此时可用

离子对方法提取
。

其方法是用适 当的反离子

与其试样中的离子形成离子对而被有机溶媒

提取
。

如磺酸或毅酸阴离子能与阳离子染料

或吩唾嗓类形成离子对复合物而被提取 , 有

机按离子能与阴离子如苦味酸盐
、

二苦胺
、

氯化物
、

硝酸盐或碘化物形成离子 对 复 合

物
,

如胆碱与二苦胺形成离子对后可以从水

相 (P H 11
.
5 ) 提取到二氯甲烷中去

。

也可 以根据H
erni ng描述的方法

,

将样

品加 5 倍量的水
,

加数倍样品量有机溶剂
,

再加无水碳酸馁使其饱和
,

由于碳酸钱的盐

析效果
,

再根据抽提化合物的理化性质调整

pH ,

使许多特定的化合物抽提至有机 溶 剂

中
。

一些亲脂性药物
,

在一广泛的pH 范 围

内 (pH Z ~ 12) 保持非离子型和稳定 的 状

态
。

要纯化这些药物
,

可 以通过杂质化合物

形成盐而被提取到水相中去的方法
。

这些药

物 首 先 在 pH 12 时被提取到有机相中
,

此
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时移去有机酸的阳离子盐 ;第二次提取在pH

2 进行
,

此时将移去有机碱的阴离子盐
。

移

去非极性杂质的方法通常是将药物溶介在一

相对极性溶剂中并将非极性杂质提取到一非

极性溶剂中
。

例如提取血浆和尿中微量 (
n g )

的胆固醇类
,

为了去除脂肪酸和甘油三酸醋

等杂质就是用此法
。

5

。

预柱法 (P
re C ol um n) :

.
在 H P L C

分析柱前加预柱的方法来净化
,

预柱常用大

颗粒填料(30一4o
u二 )长3一5

el二 。

p i
e
t t

a

等在

分析柱前接上一 根 B o n d a p a k c 18 /C
。 r a s i l

预柱
,

用反相色谱法直接测定尿稀释液中的

长春胺
,

其平均回收率为99
.
8士 1

.
5 %

,

精

密度为士3
.
5 %

,

各种尿样未出现干 扰 峰
。

S h el l
e
y 等在分析柱前加一个C 18 保护 柱

,

采用提取或冻干步骤 即可进行鼠血清中全反

式或13
~
顺式维生素A 酸定量

。

加预柱 可 以

延长分析柱的寿命
,

并在分析体液时可直接

进样
。

6

.

柱切换技术
:
在分析 色谱柱前加预

柱只起净化而无浓集作用
。

生物体液中痕量

组分的分析可采用联机痕量浓缩技术 (柱切

换技术) 见图 2
。

生物样品提取物可在分析

柱前加浓缩柱
,

装在样品阀中代替回路管
,

在浓缩柱中反复进样
,

然后用反冲方式将样

品入分析柱作分离测定
。

K
r

aa
k 等用柱切换

浓缩技术测定了血样
,
{
“
抗惊厥镇痛药匹拉米

洞等
,

其检测 痕 量 由80
ng/

。m “
降到16

ng/
cm 3 ,

实验中注样5D 次未见柱效下降
。

L
a n -

k el m
a

等用柱切换技术测定血浆 中 的 吩 唆

嗓
,

检测限量为 9 ppb
。

柱切换浓缩技术 的

关键在于选择浓缩柱的固定相和 富 集 用 的

流动相
。

D
a v

i d 等用 R F
一
1 8 柱 ( 3 c , , 1 只 4

.
6

m m ) 代替回路管作为浓缩柱
,

以o
.
S M 的醋

酸馁水溶液 (P H 5
.
1) 为富集用 的流动相

,

测

定人血浆中的 5 一经色胺
,

检出限 量 为1
.
1

P g/m l
。

W

o
l f :

a n
g 等用R P

一
s 为 浓 缩 柱

,

R p
一

] 8 为分析柱
,

测定 血浆中氨纂比林及 其

主要代谢产物甲基氨基匹林
。

氨基安替匹林

等回收率按近100 %
。

柱切换痕量浓缩 技 术

兼具净化
、

浓缩两种功效
、

缩短了总的分析
.

时间
,

方法简单可靠
,

回收率甚高
。

检测限

量低
,

装置全 自动
,

分析过程很平稳
。

此法

对分离测定极性大的代谢产物是 十 分 可 取

的
,

有较大的发展前途
。

图2 柱切换仪器装置示怠图
-
一一示浓缩状态… …示进样状态

1 . 废液
,

2

.

注样
,

3
.

泵 (溶剂) 4 .

泵 (洗脱液)
,

5
.

浓缩柱
,

6
。

分析柱
,

7

.

回

路管 ( l m l)
,

8
.

废液

7
.
S E p 一 p a k C a r t r i d g 。 塑料短柱

法
:
美国 W at

ers
生产的一种商品名为S E P

-

P ak C artridge塑料短柱
,

为生物样品的预

处理提供了简便而有效的浓缩
、

净化装置
。

S E P
一
P
a
k 柱分为S E P

一
P
a
k C 18 柱

、

S E P
一
F

a
k

一

C N 柱
、

S E P
一
P
a
k 硅胶柱以及合成硅酸

镁柱几种类型
。

可根据试样和溶剂的性质来

选择
。

当样品溶于极性溶剂时
,

选用 S E P
-

P a k C 18 柱
,

反之则选用 S E P 一 P a
k 硅胶

柱
。

F
a 、c 。

等用S E F
一尸a k C 1 8柱从血浆样品

中提取抗血凝药华法令及其代谢 物
,

测 定

10 0个血浆样品其回收率在95 % 以上
。

我 院

药理教研室用S E P
一
P
a
k C 18 柱提取西利 宾

(Si libill) 降血脂药回收率均在沁 % 左右
。

总之
,

这种柱在样品提取
、

净化较之传统的

溶剂提取法具有步骤少
、

省溶剂
、

节省时间

等优点
,

柱子用后弃去或再生利用
。

( 参考文献15 篇略)


